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Methode de diagnostic in vitro de pathologies 
associees a des remaniements geniques et trousses de 
5 diagnostic. 

L 1 invention se rapporte a la detection de 
remaniements geniques, avec echange de materiel 
genetique. Ces remaniements correspondent a la formation 

10 de genes de fusion par accolement de la partie 
transloquee a une portion du genome situee sur le 
chromosome partenaire, ou une modification de la 
regulation de 1' expression d'un gene, Le terme gene ainsi 
utilise designera le gene implique dans divers 

15 remaniements alors que I 1 expression "partenaires de 
fusion" se referera aux portions de genome accolees audit 
gene . 

L 1 invention vise plus particulierement une 
methode et des trousses pour le diagnostic in vitro de 

20 pathologies associees a de tels remaniements. 

En ce qui concerne par exemple les leucemies, 
on sait qu'elles sont associees aux remaniements de 
nombreux genes dont certains, tels que le gene MLL, 
interviennent de maniere recurrente . 

25 Le gene MLL appartient a la bande llq23 du 

genome humain, frequemment impliquee dans des 
remaniements moleculaires, en particulier dans le cadre 
des leucemies aigues lymphoides (LAL) et §galement de 
leucemies aigues myeloides (LAM) . Les etudes 



cytogenetiques effectuees ont permis de d§nombrer a ce 
jour une trentaine de bandes chromosomiques partenaires 
dif f erentes . Treize partenaires de fusion de MLL ont 6te 
actuellement clones et sequences, ce qui represente 
approximativement 95 % des remaniements connus . 

Ces remaniements sont le plus souvent associes 
a de mauvais pronostics cliniques, d'oil 1 1 importance 
accordee a leur etude depuis quelques annees. 

La cytogenique, avec 1 'etablissement du 
caryotype, correspond a l'une des methodes classiquement 
utilisees. Cette technique a permis de montrer 
1 1 existence de remaniements avec un grand nombre de 
partenaires dans la region chromosomique llq2 3 et 
d'etablir la valeur pronostique de l'anomalie. Mais elle 
comporte de nombreux faux negatifs et son taux de 
reussite n'excede pas 50 a 70 %. 

D 1 autres techniques connues comprennent le 
Southern blot et 1 1 hybridation in situ. 

Le Southern blot presente 1 1 avantage de mettre 
en evidence tous les remaniements, mais reste peu 
exploitable par les laboratoires cliniques du fait de sa 
longueur et de sa lourdeur, et des contraintes de la 
radioactivite. En effet, un resultat en quelques 
semaines, au cas par cas, est indispensable pour une 
decision therapeutique . 

L 1 hybridation in situ (FISH) pourrait a priori 
permettre de mettre en evidence des anomalies genetiques, 
mais sa sensibilite n'est pas toujours suffisante du fait 
de la frequence des deletions qui accompagnent souvent 



les translocations, 1 1 application de cette technique peut 
egalement conduire a 1 ' etablissement de faux negatifs. 

Les problemes souleves par ces deux types de 
demarche expliquent 1 1 importance prise par 

1 1 amplification par PCR. 

Cette technique permet en effet de mettre en 
evidence la presence d , un remaniement avec un partenaire 
particulier. Mais, dans sa realisation actuelle, elle ne 
permet de detecter que le remaniement le plus frequent et 
n'est pas applicable pour l 1 ensemble des partenaires, car 
le test deviendrait alors tres lourd et consommerait 
beaucoup trop de materiel du patient . 

Recemment , on a propose une technique de PCR 
multiplex, qui permet la mise en evidence de 4 a 6 
partenaires, voire plus. II s'agit cependant d'une 
technique delicate, dont la difficult^ augmente avec le 
nombre de partenaires a tester et qui, de plus, necessite 
un appareillage tres cher (sequenceur automat ique avec 
plusieurs marqueurs f luorescents) , ce qui limite sa 
diffusion a quelques laboratoires experts. 

La solution apportee par 1 1 invention repose sur 
la realisation d'une PCR ancree, c'est-a-dire avec un 
couple unique d' amorces, permettant d' amplifier sans 
discrimination tous les types de genes de fusion 
impliquant le gene vise, et la revelation specif ique des 
seuls genes de fusion. L 1 ensemble des types de genes de 
fusion peut etre amplifiS et detecte selon un protocole 
simple et rapide d 1 execution. 
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L 1 invention a done pour but de fournir une 
methode de diagnostic in vitro de pathologies associees 
aux remaniements de genes, permettant de detecter de tels 
remaniements et pouvant etre realisee sur la quasi - 
totalite des patients. 

Elle vise egalement a fournir des trousses de 
diagnostic pour la mise en oeuvre de cette methode . 

La methode de diagnostic in vitro , selon 
l 1 invention, est caracteris^e en ce qu'on soumet de l'ADN 
d'un patient a au moins une etape de PCR ancree, en 
effectuant au moins une etape d ' amplification 
asymetrique, a I'aide d'un seul couple d 1 amorces forme 
par une amorce specif ique de 1 1 ADN du gene susceptible 
d'etre implique dans un gene de fusion et par une amorce 
complementaire aleatoire, et qu'on ne revele un tel gene 
que dans la mesure ou il est implique dans ladite fusion. 

On observera que ces dispositions permettent 
avantageusement d' amplifier toute sequence impliquant le 
gene considere, quel que soit le partenaire de fusion, et 
meme si la sequence associSe au gene considere presente 
une longueur importante . L 1 etape de revelation est au 
contraire specifique et ne permet de detecter le gene 
considere que dans la mesure ou il est reman ie avec un 
partenaire donne . 

Les amorces utilisees dans I 1 etape 
d 1 amplification sont avantageusement choisies, en 
particulier pour 1 1 amplification de long fragments, de 
maniere a satisfaire les criteres de longueur, Tm et de 
stabilite aux extremites . 



Ainsi, la longueur des amorces doit assurer une 
stabilite permettant 1 1 elongation . Des amorces 
avantageuses comportent 2 5 a 4 0 nucleotides environ, et 
notamment de 3 0 a 35 nucleotides. 

La temperature Tm, a laquelle la moitie de 
l'ADN est sous forme denaturee, est avantageusement de 
I'ordre de 75 a 85°C / et notamment voisine de 80°C. La 
composition en bases de la sequence est choisie de 
maniere a satisfaire cette exigence. 

De meme, on prendra en compte la stabilite aux 
extremites 3' et 5 1 , I'extremite de 1' amorce qui subit 
l 1 elongation devant etre moins stable que I'extremite 
opposee, pour eviter 1' initiation et 1' elongation de 
produits de PCR non spScifiques. II est egalement 
important d* eviter la formation de duplex et de boucles 
en 3 ' , qui generaient le bon appariement des amorces a la 
sequence d'ADN ou d'ADNc 

L 1 elaboration d' amorces telles que definies ci- 
dessus peut etre aisement realisee a l'aide de logiciels. 

La strategie de PCR ancree peut etre dirigee en 
3' comme defini ci-dessus, mais egalement en 5', une 
queue artificielle etant alors rajoutee a I'extremite 5" 
du gene, utilisable comme amorce. On a recours avec 
avantage, a cet effet, a 1' enzyme terminal 
deoxyribonucleotidyltransf erase . 

La revelation des genes remanies est effectuee 
par tout marquage approprie. 



De maniere generale, on met en contact des 
sondes specifiques des sequences nucleotidiques de 
partenaires de fusion connus avec les produits de PCR 
denatures, marques aux fins de revelation, dans des 
conditions permettant une interaction specif ique sondes - 
produits de PCR lorsqu'il existe une complementarite des 
bases . 

Les produits de PCR portent un marqueur 
(digoxigenine, biotine ou fluorophore par exemple) qui va 
permettre leur revelation. Ce marqueur est porte par un 
desoxynucleotide qui est incorpor6 aux produits PCR 
pendant la deuxieme amplification. 

Les sondes peuvent etre fixees de fagon 
covalente sur un support, tel que des plaques a 96 puits. 

Cette fixation covalente peut etre realisee 
avantageusement par le couplage sonde biotinylee /plaque - 
streptavidine . 

En variante, cette liaison covalente peut etre 
realisee a l'aide d'une sonde phosphorylee a son 
extremite et un groupement carbodiimide sur la plaque ou 
encore une sonde modifiee par un groupement amine a une 
extremite et liee par des groupements N-oxysuccinimide 
esters . 

Une methode satisf aisante comprend 

1' utilisation de la technique ELISA pour r§veler 
specif iquement celles des sequences nucleotidiques qui 
comportent le gene imp 1 ique dans un remaniement . 

On fait reagir les produits de PCR, dans 
lesquels on a incorpore un marqueur, avec un anticorps 
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lui-meme marque, dirige contre les marqueurs des produits 
de PCR, dans des conditions permettant une reaction de 
type antigene-anticorps, la revelation de la reaction 
antigene-anticorps, lorsqu'elle se produit, etant 

5 effectuee par detection du marqueur de l'anticorps ou 
d'une reaction 1 1 impliquant . 

Selon encore une autre methode, on a recours a 
la technologie de PCR Taq Man qui permet de detecter des 
produits de PCR par hybridation sonde interne -produit de 

10 PCR en solution. 

On observer a que la mise en oeuvre de PCR 
multiples, avec differents genes, permet, en marquant ces 
derniers avec des marqueurs distincts les uns des autres, 
de reveler dans un meme test plusieurs genes remanies 

15 impliques dans une pathologie. 

Une variant e de revelation, permettant de 
mettre en evidence, dans un meme test, de nombreux 
remaniements g^niques sur un grand nombre de gdnes, est 
basee sur la technique des puces a ADN et comprend 

20 1 'utilisation de sondes oligonucleotidiques fix^es sur un 
support miniaturise . 

L'ADN soumis a amplification correspond 
avantageu semen t a I'ADNc, tel qu'obtenu par transcription 
inverse de l'ARN extrait de 1 ' echantillon. En variante, 

25 il s'agit d'ADN genomique extrait de 1 1 echantillon a 
etudier . 

Selon un mode de mise en oeuvre de 1' invention, 
on procede a une etape de transcription inverse (RT en 
abrege) , avant 1 1 amplification par PCR, afin de 
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synthetiser une population d'ADNc a partir des ARN des 
cellules de 1 ■ echantillon a etudier. 

Pour cette etape, on utilise avantageusement 
une sequence de nucleotides stable, dont le Tm est de 
l'ordre de 80 a 90°C. 

Des sequences appropriees comprennent une 
cassette de 40 a 60 nucleotides environ et comportent £ 
I'une des extremites de 10 a 20 motifs T ou, en variante, 
une repetition d'un motif nucleotidique au hasard. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre de 
1' invention, on soumet 1'ADN genomique ou 1 'ARN, extraits 
des cellules de 1 1 echantillon a etudier, a 1' action d'un 
compose capable d'inciser ou de bloquer specif iquement 
1 1 ADN du gene dont on etudie la fusion. II s'agit par 
exemple de PNA (acides nucleiques polypeptidiques) ou de 
ribozymes . On effectue ensuite les etapes de PCR, ou le 
cas echeant de RT-PCR avec des amorces comportant des 
sites de clonage . Ensuite on fait reagir les produits 
obtenus avec d'une part deux sondes specif iques du gene a 
etudier, une en amont de la region des points de cassure 
(sonde «a») et une en aval (sonde «b») , d 1 autre part des 
sondes elaborees a partir des genes partenaires connus 
(sondes «c») . Une detection positive avec la sonde «a» et 
negative avec la sonde «b» permet de conclure au 
rearrangement du gene considere et une revelation 
negative avec les sondes «c» & 1 1 absence de detection 
d'un produit de fusion connu. Les nouveaux genes de 
fusion, lorsqu'ils sont mis en evidence par le test, 



peuvent etre secondairement clones et sequences par les 
techniques classiques . 

Cette technique apporte ainsi des elements dans 
la comprehension des evenements moleculaires impliques 
dans la transformation cellulaire. 

Selon un mode avantageux de realisation de 
l 1 invention, mis en oeuvre pour detecter des 
translocations impliquant le gene MLL, on synthetise par 
RT un pool d'ADNc a partir de l'ARN extrait de 
1 'echantillon a etudier a l'aide d'amorces comportant une 
cassette d' environ 30 a 35 nucleotides, completee par une 
sequence de 6 ou 9 motifs nucleotidiques au hasard, et on 
realise une PCR ancree avec, conune amorce sens 
specif ique, une amorce situee sur I'exon 5 de MLL . 
Lorsqu' on a recours a un deuxieme tour d 1 amplification, 
on utilise une amorce sens interne par rapport a la 
premiere, ce qui permet d 1 augment er la specificite. 
L 1 amorce aleatoire est avantageusement complement aire de 
la cassette d 'oligonucleotides utilisee lors de l'etape 
de transcription inverse. 

La revelation des transcrits de fusion 
eventuellement presents est realisee selon la technique 
ELISA et comprend 1 'utilisation de sondes situees a 
intervalles reguliers sur les partenaires de fusion 
consideres, de fa<?on a couvrir la totalite des points de 
cassure . 

Une premiere etape consiste a mettre en contact 
une sonde specifique des partenaires de fusion connus de 
MLL avec les produits de PCR denatures, marques par de la 
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digoxygenine lors du deuxieme tour de 1 1 amplification, 
dans des conditions permettant une hybridation lorsqu f il 
existe une complementarite de bases, 

Dans une deuxieme etape, on met ensuite en 
contact les produits resultants avec des anticorps anti- 
digoxygenine, ces anticorps Stant couples a une enzyme, 
capable de reagir avec son substrat en liberant un 
produit colore detectable dans le cas ou les anticorps 
sont fixes aux produits de PCR. 

Des resultats satisf aisants sont obtenus en 
realisant 1 'hybridation entre 37 a 50 °C environ pendant 
2 a 4 heures. 

L 1 interaction sondes -produits de PCR est 
realisee a une temperature superieure a 30°C / notamment 
de 35 a 65°C, en particulier de 37°C environ, pendant une 
duree de 1 h a 6 h, notamment de 3 h environ. 

Les conditions de lavage sont choisies de 
maniere a obtenir un rapport signal /bruit de fond 
optimal . 

On fait reagir le substrat de 1 1 enzyme avec le 
melange reactionnel sondes /produits de PCR dans les memes 
conditions de duree et de temperature, et on detecte le 
produit eventuellement lib§re, par exemple par mesure de 
densite optique. 

Les resultats obtenus a l'aide de cette methode 
montrent que les produits de fusion des translocations 
considerees sont d§tect6s aisement, avec des signaux 
forts. Ces resultats sont aisement interpretables par 
rapport aux controles negatif s . 
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II est ainsi possible de detecter 95 % des 
remaniements du gene MLL. 

Pour detecter de nouvelles associations MLL- 
gene partenaire, on soumet les ARN totaux a l 1 action de 
5 ribozymes specifiques du gene MLL avant de proceder a la 
RT-PCR, puis on fait reagir les produits d 1 amplification 
avec une sonde correspondant a une sequence de 1 1 exon 5 
de MLL, en 3' de l'amorce utilisee, puis avec une 
deuxieme sonde tou jours specif ique du gene MLL situee 

10 entre les points de cassure et le site d' action des 
ribozymes et enfin avec des sondes des partenaires 
connus . L'obtention d'un signal positif dans le premier 
cas et negatif avec la sonde est significatif d'un 
rearrangement de MLL, alors qu'un signal negatif dans la 

15 troisieme etape indique qu'aucun produit de fusion connu 
n'a ete detecte . On procede alors a la mise en evidence 
d'un nouveau gene de fusion. 

En variante, la recherche de partenaires 
inconnus peut etre realisee en mettant en oeuvre les 

20 etapes de PCR, et le cas echeant de RT-PCR, d^crites ci- 
dessus, et en revelant les produits de PCR a I'aide de 
puces d'ADN formees de sondes oligonucleotidiques fixees 
sur une surface miniaturisee . 

L 1 invention vise egalement des trousses de 

25 diagnostic pour la mise en oeuvre de la m^thode definie 
ci-dessus . 

Ces trousses sont caracterisees en ce qu'elles 
comportent les reactifs nScessaires pour la realisation 
d'au moins une PCR et du test de revelation, et le cas 



i 
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echeant de la transcription inverse et/ou de la reaction 
avec les agents capables d'inciser ou de bloquer 
specif iquement le gene dont on etudie le remaniement , 
tels que les ribozymes ou les PNA. 

En particulier, ces trousses comportent les 
amorces pour ces differentes reactions et avantageusement 
les solvants ou tampons appropries pour leur realisation, 
notamment pour 1 1 hybridation et les lavages, ainsi qu'une 
notice d 1 utilisation . 

Des trousses preferees renferment les sondes 
specif iques de partenaires de fusion fixees a un support. 
Ces sondes sont par exemple fixees sur une plaque et sont 
telles qu'obtenues par couplage d'un react if qu'elles 
comportent a l'une de leurs extremites avec un reactif de 
la plaque. II s'agit par exemple de sondes biotinylees en 
5 1 fixees sur de la streptavidine recouvrant le f onds des 
puits d'une microplaque. 

En variante, on utilise des sondes 
oligonucleotidiques fixees sur un support miniaturise 
(puces a ADN) 

La possibility de stocker ces plaques -support 
sur lesquelles sont fixees les sondes permet de 
standardiser la technique de revelation et de l'alleger 
pour la revelation des genes de fusion ou des transcrits 
de fusion recherches. 

Les experimentations menees sur des lignees 
cellulaires ont ete valid^es chez des patients dont le 
type de remaniement genetique avait dej& ete etabli, 
confirmant leur interSt pour une utilisation dans un 
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cadre clinique pour 1 1 etablissement d'un diagnostic 
moleculaire ainsi que pour le definition des points de 
cassure. 

On mesurera 1'interet particulier de la methode 
de 1' invention dans les cas, notanunent de LAM, ou 1' etude 
cytogenetique ne revel e pas d' anomalies chromosomiques, 
alors que la biologie moleculaire permet de mettre en 
oeuvre un remaniement moleculaire , La methode de 
1' invention permet ainsi de cribler les patients atteints 
de LAM et pour lesquels le caryotype n'est pas disponible 
ou a ete decrit comme normal, et de verifier 1' existence 
ou non de remaniements associes a une pathologie. 

L 1 invention trouve done un interet particulier 
pour le diagnostic des leucemies . 

Elle s'avere egalement tout specialement utile 
en cancerologie . On citera en particulier le diagnostic 
de tumeurs solides, et tout specialement de remaniements 
du gene EWS dans les tumeurs d'Ewing. L 1 application de la 
methode de l 1 invention permet de detecter des 
remaniements EWS/FLI1 ou d'autres membres de la famille 
du gene ETS, tels que les genes ERG, ETV1 ou E1AF. 

De maniere generale, 1' invent ion fournit ainsi 
les moyens pour un diagnostic simple, fiable et de grande 
sensibilite, sur un grand nombre d 1 echantillons . 
L 1 amplification du materiel de depart revet egalement un 
grand inter§t puisqu'il s'agit de prelevements effectues 
sur les patients, notamment sang ou moelle osseuse. . On 
peut tester un grand nombre de sondes, par exemple, 
jusqu'a 500 sondes environ sur les plaques 96 puits. 
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On notera avec interet que les dispositions de 
1' invention permettent une automat isat ion des tests, 
notamment a l'etape de revelation. 

De plus, comme deja souligne, 1' invention 
fournit les moyens de detecter des genes qui jusqu'alors 
n'avaient pas ete identifies comme impliques dans une 
pathologie donnee . 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention seront donnes dans les exemples qui suivent . 

Exemple 1 : Protocole pour la detection de 
remaniements d'un gene avec des partenaires de fusion 
connus . 

A partir des ARN de 1 ' echantillon a etudier, on 
synthetise les ADNc par transcription inverse (RT) , puis 
on amplifie le pool d 1 ADNc par PGR et on procSde a la 
verification de la specif icite des transcrits. 

1 . Preparation des ARN 

Les cellules de 1 1 echantillon §. etudier sont 
mises en solution de lyse par addition de Trizol R (Life 
Technologie) . On ajoute ensuite du chloroforme (20% 
final) au lysat cellulaire obtenu, puis apres 5 min 
d' incubation a temperature ambiante, le tout est 
centrifuge 15 min a 4°C et 12000 g. 

On obtient trois phases , a savoir une phase 
incolore aqueuse renfermant 1 1 ARN, une phase 
intermediaire blanchatre renfermant 1 1 ADN, et vine phase 
organique phenol ee rouge . 
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On ajoute de 1 1 isopropanol a l'ARN, (500 fil 
pour 1 ml de Trizol R ) , puis on centrifuge 10 min a 4°C et 
12000 g, apres une incubation de 10 min a temperature 
ambiante ; le precipite est rince dans 1 ml d'ethanol 75% 
5 (5 min a 4°C et 7500 g) . 

Le precipite est seche a temperature ambiante 
avant d'etre repris dans 10 til d'eau et traite par la 
RNase H. 

La quantite d'AKN extrait est calculee par 
10 mesure de la DO a 260 nm : concentration (/ig//il) = DO 
mesuree x 40 (coefficient d 1 extinction) x coefficient de 
dilution x 10" 3 . 



2 . Transcription inverse 

15 

On utilise, coirane systeme enzymatique 
Superscript 11 (Life Technologie, 18064-014) ouExpand 
Reverse Transcrip- tase R (Boehringer, 1 7 85 834) , en 
appliquant le protocole suivant : 
20 1 jxg d'ARN est soumis a d£naturation (volume de 

9,5 /zl) 10 min a 70°C, puis ajoute au melange 
reactionnel (10,5 /xl) : nucleotides (1 mM) + dTT (lOmM) + 
amorce 0,5 /xM) + inhibiteurs des RNases (20 unites) + 

• R 

enzyme (50 unites d' Expand Reverse Transcriptase , 200 
25 unites de Superscript)", le tout dans un tampon approprie 

a chacun des deux syst ernes enzymatiques : 

Superscript 8 : 20 mM Tris HC1, 50 mM KCl, 5 mM MgCl 2 
Expand Reverse Transcriptase 8 : 50 mM Tris HC1, 40 

mM KCl, 5 mM MgCl 2 . 
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La synthese des ADNc se fait selon le cycle : 10 min a 
20°C / 45 min a 42°C / 3 min a 99°C. 

Les echantillons sont ensuite soumis a la RNase 
H (Boehringer, 786 357 : 2 unites) pendant 10 min, a 
5 42°C. 

Les ADNc sont repris dans un volume final de 60 
fil (dilution au 1/3) et stockes a -20°C. 



3 Amplification des ADNc par PCR 

10 On rapporte les resultats obtenus avec, comme 

systemes enzymatiques , eLONGase r (BRL, 10481-018) et 

Expand Long template PCR System (Boehringer, 175 9060) . 

On utilise deux programmes d' amplification 

differents selon la longueur des fragments : 

15 - pour 1 'amplification de fragments allant jusqu'a 1 kb: 

94°C 3 min 
94°C 30 sec | 
58°C 30 sec | x 34 

72°C 30 sec | 
20 16 °C oo 

- pour 1 'amplification de fragments superieurs a Ikb 

95°C 30 sec 

94°C 10 sec / 68°C 8 min x 10 

94°C 10 sec / 68°C 8 min + 20 sec par cycle x20 
25 6 8 °C 7 min 

16°C oo 

La reaction s'effectue dans chaque cas dans un 
volume de 50 /zl en respectant les conditions suivantes : 
dXTP (500 /iM) , amorces sens et antisens (1 /iM) , MgCl 2 (3 
30 mM) , enzymes (2,5 unites), le tout dans un tampon 50 mM 
Tris HC1 (pH 9,2), 16 mM (NH 4 ) 2 S0 4 , 2% DMSO, 0,1% Tween 
20. 
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Un deuxieme tour d' amplification est effectue 
lors de 1' etude de longs fragments, a partir d' 1 jxl de 
produit de la premiere PCR. On utilise alors une amorce 
5 sens interne par rapport a celle du premier tour, 
1' amorce antisens est identique ; en vue de la revelation 
par ELISA, le dTTP est remplace par un melange dTTP + 
DIG-dUTP R (Boehringer ; 1558 706) respectant les 
proportions 1 :19. 

10 

4 . Revelation par ELISA (kit Boehringer, 163 6 111) 
des hybrides sondes /produit s de PCR, 

Dans une premiere etape, on met en contact des 
15 sondes biotinylees specifiques de partenaires connus avec 
les produits de PCR et dans une deuxieme etape on revele 
les hybrides formes. 

a. hybridation 

A l'aide du logiciel oligo 5, on choisit les 
20 sondes sur les sequences des differents partenaires, 
juste en aval des points de cassure decrits dans chacune 
des translocations. Les sondes sont alors biotinylees en 
5' et purifiees par HPLC. 

25 - fixation extemporanee des sondes sur les plaques ELISA 

10 jil de produits de PCR sont denatures dans 10 /zl de 
solution alcaline, puis deposes dans un puits avec un 
revetement de streptavidine, en presence de la sonde 
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biotinylee a 7,5 pmol/ml (volume final de 220 pi) . La 
reaction d' hybridation se fait entre 37 et 50 °C, pendant 
trois heures et sous agitation. 

Apres trois lavages, l'anticorps ant i -DIG couple a la 
5 peroxydase est ajoute (2 mU dans un volume de 2 00 jil) ; 
1' incubation est de 30 min a 37°C. On procede ensuite a 
une serie de trois lavages . 

Enfin, le substrat de la peroxydase est a son tour ajoute 
a raison de 1 mg/ml (30 min a 37°C) . La DO est lue a 405 
10 run contre 4 92 nm. 

- fixation prealable des sondes biotinylSes aux plaques 
ELISA (d' apres R. Giorda et col., 14) : 

15 100 /zl (par puits) de solution de sonde 3. 0,75 

pmol//il sont incubes 2 heures a temperature ambiante, 
sous agitation. 

Apres lavage, 100/xl de solution 5x Denhardt's / 
0,02% Na azide sont deposes dans chacun des puits. 

20 Les plaques peuvent ainsi etre stock6es a 4°C et 
utilisees au fur et a mesure des manipulations : il 
suffit de les laver (trois fois) , puis de deposer les 
produits de PCR denatures dans 100^x1 de tampon 
d' hybridation ; la suite du protocole se fait comme 

25 decrit ci-dessus. 

Exemple 2 : Protocole pour la detection de 
remaniements d'un gene avec des partenaires de fusion 
inconnus . 
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On traite tout d'abord les ARN totaux extraits 
des cellules de 1 ' echantillon a etudier par les ribozomes 
en operant comme suit : 2 fig d'ARN sont mis en presence 
des ribozymes (1 /xM) dans un tampon : MgCl 2 (20 mM) ; Tris 
HC1 pH 8 (50 mM) , le tout dans un volume de 10 /il ; le 
melange reactionnel est incube 2 heures a 37°C, 

Les produits de reaction sont recuperes par precipitation 
avec de l'alcool absolu (2,5 volumes), en presence de 
glycogene et d' acetate de sodium (0,3 M final) : 3 0 min 
dans la glace puis 30 min a 14000 g, 4°C; apres ringage 
avec de l'alcool 75 % (20 min a 14000 g, 4°C) les 
precipites sont repris dans 10 /zl d'eau et soumis atix 
reactions de RT et de PCR selon l 1 invention. 

Exemple 3 : Detection de remaniements du gene 

MLL 

. translocations de MLL 

On rappelle dans le tableau 1 la 
caracterisation des translocations impliquant MLL et des 
partenaires de fusion telle qu'etablie & ce jour. 
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Les differents travaux menes sur MLL et ses 
partenaires ont permis d'etablir les faits suivants : 

1. Seule la proteine chimere obtenue par fusion 
de la partie NH 2 de MLL avec 1 1 extremite C terminale du 

5 partenaire semble avoir un role dans la tumorogenese . 

2. Malgre 1 ' heterogeneite des points de cassure 
de MLL, ceux-ci sont tous repartis entre 1 ' exon 5 et 
l'exon 11 du gene ; les proteines de fusion formees sont 
alors homologues pour leur partie NH 2 , du fait de la 

10 conservation de motifs propres a MLL. 

3 . II exist e un tres grand nombre de 
partenaires : au moins autant que pour les Ig ou les TCR 
dans le cadre des LAL, les partenaires connus 
representant plus de 95 % des translocations de MLL 

15 rapportees a ce jour. Ces partenaires ne presentent pas 
de reelle homologie structurale ; seuls AF9, AF4 et ENL 
sont homologues et AF10 et AF17 semblent appartenir a une 
nouvelle famille genique. MLL peut se trouver associe & 
lui-meme dans un processus de duplication. 

20 

. etude de cellules LAM 

On rapporte ci-apres les resultats obtenus avec 
des cellules de lignees leuc^miques (LAM humaine) dont 
25 1' analyse cytogenetique revele en particulier des 
rearrangements Ilq23/6q27. La lignee peut done servir de 
contr61e positif pour la translocation t(6 ;11) . 

II s'agit de cellules de la lignee ML-2 (DSM 
ACC15) qui ont ete cultivees en milieu RPMI (90%) + SVF 
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(10%) . En fin de culture, les cellules ont ete congelees 
dans DMSO (5.10 6 /ml) pour etre stockees, ou mises en 
solution de lyse (Trizol R ) en vue d'en extraire les 
acides nucleiques . 

La lignee TF1 (derivee d'un patient 
erythroleucemique sans anomalie llq23) a ete utilisee en 
tant que controle, a differentes etapes des manipulations 

(T. Kitamura et al, 14.). 

Les ARN sont extraits des cellules en operant 
comme indique ci-dessus et soumis a I 1 action de la 
RNase H. 

. transcription inverse 

On opere comme decrit dans 1 ' exemple 1 en 
utilisant une amorce avec une repetition de 9 motifs au 
hasard, de sequence : 5 1 

CGTCGTCGTG AATTCCTAGA TCTTCTAGAT ATGTTNNNNN NNNN 

(SEQ ID N° 2, 44 nucleotides , Tm = 84°C) . 
. amplification 

L 'amplification est realisee comme decrit dans 
1' exemple 1, en utilisant comme amorces sens 

- au premier tour, une amorce de sequence 

AGCCCAAGTT TGGTGGTCGC AATATAAAGA AG 

(SEQ ID N° 3, 32 nucleotides, Tm = 84°C) , et 

au deuxieme tour, une amorce interne de 

sequence 

GCCGAATTCA TGCCTTCCAA AGCCTACCT 
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(SEQ ID N° 4, 29 nucleotides, Tm = 86°C) , et 
comme amorce aleatoire, une amorce de sequence 

CGTCGTCGTG AATTCCTAGA TCTTCTAGAT ATGTT 

(SEQ ID N° 5, 35 nucleotides, Tm = 81°C) . 

• revelation 
- hybridation 

Pour chacun des partenaires de MLL f une sonde specif ique 
a ete definie, en aval du point de cassure du controle 
positif correspondant . Le rapport signal/bruit de fond 
obtenu lors de l'ELISA traduit I'efficacite de revelation 
de chacune des sondes. Pour ENL et la duplication, la 
premiere valeur du rapport correspond a un lavage avec la 
solution non diluee alors que la seconde a ete obtenue 
avec une solution diluee au 1/2. 

Les sondes biotinylees utilisees sont caracteris^es dans 
le tableau 2 suivant : 



Tableau 2 



sonde 


Tm en °C 


( -AG) moyen) 


signal /bruit 
de fond 


KNLl 


69 


inferieur a 8 


2,8 


ENL2 


79 


inferieur a 8 


1,6 - 3 


ELL 


76 


super ieur a 8 


5,7 


AF 10.3 


77,5 


egal a 8 


3,6 


AF4 


80 


superieur a 8 


6,6 


AF6 


74 


egal a 8 


3,7 


AF9 


73 


egal a 8 


3,9 


duplication 


81 


superieur a 8 


2,5 - 8 
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- me sure de la DO 

On mesure les DO pour chaque transcrit de 
fusion. Les resultats obtenus montrent que les differents 
5 partenaires sont detectes. L'obtention de signaux forts 
permet d 1 interpreter aisement les resultats par rapport 
aux controles negatifs. 

De plus 1 1 utilisation de sondes definies en 
aval des points de cassures rapportes dans la litterature 
10 permet de situer 1 1 evenement moleculaire sur le gene 
implique . 

- detection de nouveaux partenaires 

On soumet les ARN du controle positif de la 
t(9;ll) lignee Monomac 6) et ceux de la lignee TF1 a 
15 1 1 action de ribozymes . 

On utilise deux ribozymes dont 1' action 
enzymatique est specif ique du gene MLL non modifie, leurs 
sites de coupure se situant en aval de la region des 
points de cassure. Ces ribozymes presentent 
20 respectivement les sequences suivantes : 

- ribozyme 1 : cuccagcoga ugaguccgug aggacgaaac cuuugg 

(SEQ ID N° 6) 

25 - ribozyme 2 : cdggaaucug augaguccgu gaggacgaaa uuuucuuc 

(SEQ ID N° 7) * 

Les sequences soulignees correspondent axrx 

sequences complement aires de celles de MLL autour des 

points de clivage, et les sequences non soulignees aux 

30 sequences non appariees aboutissant a la formation de 
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structures secondaires indispensables a l'activite 
catalytique des ribozymes . Le clivage se fait en 3 1 du 
nucleotide qui suit l'uracile complement aire de l 1 adenine 
soulignee . 

Les produits de reactions ont ete convertis en 
ADNc, puis soumis a 1 ' amplification a I'aide d'un couple 
d' amorces situees de part et d' autre des points de 
coupure . 

L 1 invention fournit ainsi des outils 
moleculaires et une methode de diagnostic permettant 
d 1 identifier sur un grand nombre de patients les 
differents partenaires de MLL ainsi que leurs differents 
points de cassure et de mieux apprehender les mecanismes 
de developpement de pathologies liees aux remaniements de 
gene, par exemple les mecanismes de leuc^mogenese sous- 
jacents aux remaniements du gene MLL, 



• * # » 
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LXSTE DE SEQUENCES 



5 (1) INFORMATIONS GENERATES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Jean GABERT 

(B) RUE: 70 Chemin du Lancier 
10 (C) VTLLE : MARSEILLE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 13008 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Methode de diagnostic in vitro de 
15 pathologies associees a des remaniements geniques et trousses de 

diagnostic . 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 7 



(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION : PC-DOS /MS-DOS 

25 (D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1-30 

(OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO s 1: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 52 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 1: 
CGTCGTCGTG AATTCCTAGA TCTTCTAGAT ATGTTTTTTT TTTTTTTTTT W 52 

(3) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 44 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
50 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 2: 
CGTCGTCGTG AATTCCTAGA TCTTCTAGAT ATGTTNNNNN NNNN 44 



(4) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 3: 
AGCCCAAGTT TGGTGGTCGC AATATAAAGA AG 32 



(5) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 4: 
GCCGAATTCA TGCCTTCCAA AGCCTACCT 29 



(6) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 5: 



CGTCGTCGTG AATTCCTAGA TCTTCTAGAT ATGTT 



35 




29 



(7) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: en trefle 
10 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 

15 

CUCCAGCUGA UGAGUCCGUG AGGACGAAAC CUUUGG 



20 (8) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 
25 <B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : en trefle 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

30 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 



35 



CUGGAAUCUG AUGAGUCCGU GAGGACGAAA UUUUCUUC 
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RE VEND I CATIONS 

1/ Methode de diagnostic in vitro de 
pathologies associees a des remaniements geniques, 
5 caracterisee en ce qu'on soumet de l'ADN d'un patient a 
au moins une etape de PCR ancree, en effectuant au moins 
une* etape d 1 amplification asymetrique, a l'aide d'un seul 
couple d'amorces forme par une amorce specif ique de l'ADN 
du gene susceptible d'etre implique dans un gene de 

10 fusion et par une amorce aleatoire, et qu'on ne revele un 
tel gene que dans la raesure ou il est implique dans 
ladite fusion. 

2/ Methode selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que les amorces utilisees dans l 1 etape 

15 d' amplification comportent 25 a 40 nucleotides environ et 
notamment de 30 a 35 nucleotides, Tm est de 1 1 ordre de 75 
a 85°C, notamment voisine de 80°C. 

3/ Methode selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce qu'on met en contact des sondes 

20 specifiques des sequences nucleotidiques de partenaires 
de fusion connus avec les produits de PCR denatures, 
marques aux fins de revelation, dans des conditions 
permettant une interaction specif ique sondes -produits de 
PCR lorsqu'il existe une complementarite des bases. 

25 4/ Methode selon la revendication 3, 

caracterisee en ce que la revelation est effectuee soit 
par marquage des produits de PCR, les sondes etant fixees 
a un support de fagon covalente, soit par marquage des 
sondes en solution. 
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5/ Methode selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que l'ADN soumis 
a amplification est l'ADNc tel qu'obtenu par 
transcription inverse (RT) de 1 'ARN extrait de 
1 'echantillon, ou l'ADN genomique total extrait de 
1 1 echantillon a Etudier. 

6/ Methode selon la revendication 5, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une etape de 
transcription inverse avant 1 -etape d' amplification. 

7/ Methode selon la revendication 6, 
caracterisee en ce qu'on utilise comme amorces pour la 
transcription inverse des sequences comprenant une 
cassette de 40 a 60 nucleotides environ et a l'une des 
extremites de 10 a 20 motifs T ou une repetition d'un 
motif nucleotidique au hasard, ou qu'en variante on met 
en oeuvre des PCR multiples, avec differents genes, en 
marquant ces derniers avec des marqueurs differents les 

uns des autres . 

8/ Methode selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce qu'on soumet 
l'ADN genomique, ou 1 'ARN, extraits des cellules de 
1' echantillon a etudier, a 1' action d'un compose capable 
d'inciser ou de bloquer specif iquement l'ADN ou 1 'ARN du 
gene dont on etudie la fusion et, apres 1 ' etape de PCR ou 
RT-PCR, avec des amorces comportant des sites de clonage, 
les produits obtenus etant mis a reagir avec d'une part 
deux sondes specifiques du gene a etudier, et plus 
precisement, en amont et en aval de la region susceptible 
d'etre concernee par les points de cassure, d' autre part 
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des sondes elaborees a partir des genes partenaires 
connus, une detection positive avec la sonde d'amont et 
negative avec la sonde d'aval dans le premier cas 
permettant de conclure au rearrangement du gene 
5 considere, et une conclusion negative dans le deuxieme 
cas, a 1' absence de detection d'un produit de fusion 
connu, ou qu'en variante on fixe une pluralite de sondes 
sur un support miniaturise, 1 1 hybridation specif ique 
sonde -produit s de PCR marques, mettant en evidence le 

10 partenaire du gene de fusion. 

9/ Methode selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle est 
appliquee a la detection de translocations impliquant le 
gene MLL et comprend la synthese par RT d'un pool d'ADNc 

15 a partir de l'ARN extrait de 1 1 echantillon a etudier, a 
l'aide d 1 amorces comportant une cassette d 1 environ 30 a 
35 nucleotides completee par une sequence de 6 ou 9 
motifs nucleotidiques au hasard, et on realise une PCR 
ancree avec, avec comme amorce sens specif ique, une 

20 amorce situee sur l'exon 5 de MLL, et lorsqu'on realise 
un deuxieme tour, une amorce sens interne par rapport a 
la premiere, 1 ' amorce aleatoire etant & chaque tour la 
meme et complementaire de la cassette d 1 oligonucleotides 
utilisees dans I'etape de RT, 

25 10/ Methode selon la revendication 9, 

caracterisee en ce que la revelation des transcrits de 
fusion eventuellement presents comprend la mise en 
contact 
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- d'une sonde specifique des partenaires de 
fusion connus de MLL avec les produits de PCR denatures, 
marques par de la digoxygenine lors de 1 • amplification, 
dans des conditions permettant une hybridation lorsqu'il 
existe une complementarite de bases, 

des produits resultants avec des 
anticorps ant i- digoxygenine, ces anticorps etant couples 
a une enzyme, capable de reagir avec son substrat en 
liberant un produit colore detectable dans le cas ou les 
anticorps sont fixes aux produits de PCR, puis 

- du melange reactionnel sondes/produits de PCR 
avec le substrat de 1' enzyme, 

le produit eventuellement forme etant alors detecte. 

11/ Methode selon la revendication 9 ou 10, 
caracterisee en ce que pour detecter de nouvelles 
associations MLL-gene partenaire, on soumet les ARN 
totaux a l 1 action de ribozymes avant de proceder a la RT- 
PCR, puis on fait reagir les produits d • amplification 
d'une part avec une sonde correspondant a une sequence de 
l'exon 5 de MLL, en 3 ' de 1' amorce utilised, puis avec 
une deuxieme sonde toujours specifique du gene MLL, 
situee entre les points de cassure et le site d' action 
des ribozymes, et enfin avec des sondes de partenaires 
connus . 

12/ Application de la methode selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 11, au diagnostic de 
leucemies . 



34 

13/ Application de la methode 
quelconque des revendications 1 a 11, au diagnostic de 
tumeurs solides, telles que les tumeurs d'Ewing. 

14/ Trousses de diagnostic pour la mise en 
oeuvre de la methode selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 11, c&racterisees en ce qu'elles 
comportent les reactifs necessaires pour la realisation 
de la PCR et du test de revelation, et le cas echeant de 
la transcription inverse et/ou de la reaction avec des 
agents capables d 1 inciser ou de bloquer le gene tels les 
PNA ou les ribozymes, ces trousses comportant en outre 
les amorces pour ces differentes reactions et 
avantageusement les solvants ou tampons appropries pour 
leur realisation, 

15/ Trousses selon la revendication 13, 
caracterisees en ce qu'elles comportent des sondes 
oligonucleotidiques pour realiser les hybridations mises 
en oeuvre lors de I'etape de revelation, ces sondes etant 
fixees sur un support tel qu'une une plaque a multipuits, 
et sont telles qu'obtenues par couplage d'un reactif 
qu'elles comportent a l'une de leurs extremites avec un 
reactif de la plaque, par exemple par couplage de biotine 
fixee a leur extremite 5' sur de la streptavidine 
recouvrant le fonds des puits d'une microplaque, ou qu'en 
variante les sondes oligonucleotidiques sont fixees sur 
ixn support miniaturise. 
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13/ Application de la methode selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 11, au diagnostic de 
tumeurs solides, telles que les tumeurs d'Ewing. 

14/ Trousses de diagnostic pour la mise en 

5 oeuvre de la methode selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 11 , caracterisees en ce qu'elles 
comportent les reactifs necessaires pour la realisation 
de la PCR et du test de revelation, et le cas ech§ant de 
la transcription inverse et/ou de la reaction avec des 

10 agents capables d'inciser ou de bloquer le gene tels les 
PNA ou les ribozymes, ces trousses comportant en outre 
les amorces pour ces differentes reactions et 
avantageusement les solvants ou tampons appropries pour 
leur realisation. 

15 15/ Trousses selon la revendication 14, 

caracterisees en ce qu'elles comportent des sondes 
oligonucleotidiques pour realiser les hybridations mises 
en oeuvre lors de l'etape de revelation, ces sondes etant 
fixees sur un support tel qu'une vine plaque a multipuits, 

20 et sont telles qu'obtenues par couplage d'un reactif 
qu'elles comportent a l'une de leurs extremites avec un 
reactif de la plaque, par exemple par couplage de biotine 
fixee a leur extremite 5' sur de la streptavidine 
recouvrant le fonds des puits d'une microplaque, ou qu'en 

25 variante les sondes oligonucleotidiques sont fixees sur 
un support miniaturise. 



